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© Nouveau systeme enzymatique, son procede de preparation et son application notamment dans la preparation de la 
D-parahydroxyphenylgrycine. 

© Systems enzymatique susceptible d'etre obtenu par 
culture d'un micro-organisme caracterise par le fait que ce 
micro-organisme est un Agrobacterium tres proche de Pespece 
tumefaciens identtfie par une souche deposee a la Collection 
NatfonaJe des Micro-organismes a Tlnstitut Pasteur de Paris 
sous le N° 1-671. 

Application a la transformation de la 
D,L-parahydroxyphenyl-5 hydantoTne en D-parahydroxyphenyl- 
glycine. 
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Description 

Nouveau system enzymatique, on proced6 de preparation et son application notamment dans la preparation 

d ia D-parahydroxyphenylglycine. 



La presente invention concerne un nouveau 
systeme enzymatique, son procede de preparation 5 
et son application a la preparation par voie enzymati- 
que de la D-parahydroxyphenylglycine. 

Aujourd'hui, on utilise de plus en plus des 
procedes enzymatiques pour acceder a des subs- 
tances presentant une configuration determinee 10 
sans qu'il soit necessaire d'effectuer des separa- 
tions fastidieuses d'enantiomeres ou de diastereoi- 
someres. Tel est le cas de la D-parahydroxyphenyl- 
glycine, designee cl-apres PHPQ, qui est un amino- 
acide couramment utilise dans Telaboration d*a- 15 
gents antibacteriens. 

Pour I'obtenir, on a recours, tres souvent, a la 
D,L-parahydroxyphenyl-5 hydantolne, designee ci- 
apres PHPH. 

Le systeme enzymatique objet de la presente 20 
invention permet de transformer par voie enzymati- 
que de la PHPH en PHPG. 

On sait que la parahydroxyphenyl-5 hydantoine 
racemique peut etre hydrolysee par voie enzymati- 
que. en acide D-alpha ureidoparahydroxyphenylace- 25 
tique, hydrolysable ensuite, par voie chimique, en 
PHPG (cf. notamment les brevets francais 2.31 0.986, 
2.317.357, 2.383.961, la demande de brevet allemand 
N° 27 57 980 et les demandes de brevet japonais 
N78-44690, 80-104890, 81-23892 et 86-177991). 30 

On sait par ailleurs que certains systemes enzy- 
matiques n'hydrolysent que Pisomere D de la 
parahydroxyphenyl-5 hydantolne en PHPG (cf. bre- 
vet francais 2.393.848 et demande de brevet japo- 
nais 86-177991). 35 

Enfin, il est connu que certains autres systemes 
enzymatiques issus de micro-organismes du type 
Hansenula, Pseudomonas Arthrobacter, Alcali- 
genes, Achromobacter Moraxella, Flavobacteriurn, 
Agrobacterium sont susceptibies de transformer ia 40 
PHPH en PHPG (cf. notamment brevet francais 
2.438.087, 2.456.728, demande de brevet europeen 
0.199.943 et demandes de brevet japonais 79-89088, 
80-114291, 80-114292 et 86-181391). 

Toutefois, ces systemes enzymatiques permet- 45 
tant de transformer directement la PHPH en PHPG 
fournissent generalement de la PHPG soit avec un 
faible rendement. soit avec une fable productivite. 
De plus, ces systemes enzymatiques travaillent en 
fait a un pH superieur a 7, ce qui entraine des 50 
colorations parasites alterant la PHPG obtenue et 
necessitant des purifications ulterieures contrai- 
gnantes qui affectent grandement lemploi de la 
PHPG obtenue par ces systemes dans la synthese 
d'antibiotiques semi-synthetiques dont c'est Tune 55 
de ses applications essentieiles. 

Or la Demanderesse a decouvert avec etonne- 
ment un nouveau systeme enzymatique remediant a 
ces inconvenients et p rmettant d obtenir directe- 
ment avec des rendements et une productivite 60 
satisfaisants une PHPG pure et incolore. 

Le systeme enzymatique selon la presente inven- 
tion est obtenu par culture d'un micro-organisme, 



identifie plus completement ci-apres, dans un milieu 
convenable. 

Le micro-organisme dont la culture dans des 
conditions appropriees fournit le systeme enzymati- 
que selon I'invention, doit etre considere comme 
une espece qui appartient au genre Agrobacterium. 

II a ete isole a partir d'un echantillon de boue 
prelevee a Stains (France) selon les methodes 
habituelles d'isolement des micro-organismes. Un 
echantillon de cette souche a ete depose & la 
Collection Nationaie de Cultures de Micro-orga- 
nismes, Institut Pasteur, 75724 Paris Cedex 15, ou il 
a ete enregistre sous le num6ro 1-671, le 29 juin 1987. 

Ce micro-organisme, denomme Agrobacterium 
sp EO III 50, designe par la suite EO III 50 P, est un 
Agrobacterium tres proche de I'espece tumefa- 
ciens. A la connaissance de la Demanderesse, cette 
souche n*est pas decrite dans la litterature. 

Les caracteres culturaux et morphologiques de ce 
micro-organisme sont les suivants : 
Elements de base 

- bacilles de diametre moyen. de forme homogene, 
sans arrangement notable, 

- mobilite + + (1-3 flagelles d'implantation peri- 
triche de 2 a 4 longueurs d'onde - impregnation aux 
seis d'aluminium), 

- coloration de Gram -, 

- lyse par le KOH 30/0 + + + , 

- aminopeptidase (CZERNY) + + +, 

- culture apparente en gelose profonde : aerobie 
obligatoire, 

- culture luxuriante sur geloses ordinaires : colonies 
opalescentes, etendues, d'un diametre de 3-5 mm, 
aux contours et a surfaces lisses, legerement 
confiuentes entre elles (g6lose Columbia, m 30°, 
atmosphere ambiante, 4 jours d'incubation), 

- culture en bouillon : NaCl 0 % + + + . 

- culture en bouillon : NaCl 2 % + + + , 

- culture en bouillon : NaCl 40/0 + + +, 

- culture en bouillon : NaCl 6 0/0 -, 

- culture en bouillon : NaCl 8 0/0 -, 

- culture en bouillon : NaCl 10 0/0 - 
(milieu de base bouillon PYG), 

- culture a 10° -f +, 

- culture a 30° + + + . 

- culture a 41° 

(milieu de base gelose Columbia), 

- culture prototrophe, 

- pigment -, 
-catalase +, 

- reaction d'oxydase + + + , 

- production acide en aerobiose a partir du glucose 
+ , 

- production acide en anaerobiose a partir du 
glucos -, 

- nitrate reductase + + + . 

- nitrite reductase + + + , 

- production de gaz a partir des nitrates -, 

- production de gaz a partir des nitrites -, 

- culture en anaerobiose en presence de nitrates +. 
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thiosulfate reductase 
tetrathlonate reductase -, 
urease + + +, 
phenylalanine desaminase 
"arginine dihydrolase" 

- "lysine decarboxylase" -, 

- c-glutamyl-transferase + + + , 

- accumulation de polyhydroxybutyrate + +, 

- production d'oxo-3 lactose -, 

- hydrolyse de Pescuiine + + + , 

- hydrolyse de I'oNPb-galactoside + + + , 

- hydrolyse du pNPb-xyloside + + + . 

- hydrolyse de I'amidon insoluble 

- hydrolyse du Tween 80 -, 

- lipase sur gelose au jaune d'oeuf -, 

- lecithinase 

- DNAse extracellulaire 

- gelatinase (FRAZIER) 

- caseinase 

-culture en milieu mineral M63, en presence de : 

. glycerol + + + , 

. mannitol + + +. 

. inositol + + + , 

. D-xylose + + + , 

. L-arabinose + + + , 

. D-glucose 4- + + , 

. saccharose + + + , 

. raffinose -h + + . 

. melibiose + + + , 

. salicine -, 

. lactose + + +, 

. acetamlde -, 

. ac. acetique + + + , 

. ac. hydroxy-3-butyrique + + + . 

. ac. adipique - t 

. ac, citrique + + + , 

. ac. DL-amino-2-butyrique -, 

. ac. L-aspartique +, 

. L-arginine + + +, 

. L-tryptophane 

. ac. hydroxy-3-benzoique + t 

. ac. hydroxy-4-benzdque + + +, 

. ac. amino-4-benzoTque 

. lysine 

- reaction & 30° , atmosphere ambiante. 

Explication des symboles 

- : reaction ou culture negative, 

4- : positive, 

+ + + : particulierement intense, 
Ac : acide. 

Elements chimiotaxonomiques 

Composition en lipides polaires 

Analyse comparative par chromatographic sur 

couche mince de siiice. 

Procede d'extraction : chloroforme/methanol 1 :2 

Chromatographic monodimensionneile : 

- solvant de migration : chiorotorme/methanol/eau/ 
acide acetique : 65:25:4:0.8 

- revelation des phospholipides : 
. molybdate d'ammonium, 

- des lipides amines : 
. ninhydrine, 

- des glycolipides : 



. alpha-naphtol, 

- des lipides totaux : 
. vanilline/H2S04. 

5 Souch de reference : 

- Agrobacterium tumefaciens CIP 67.1 (mfl 145) 

- absence de lipides glycosyles decelables. 

Electrophorese comparative d'un extrait proteique 
10 Conditions de I'analyse electrophoretique 

Preparation de 1'echantillon 

Extraction des proteines solubles par chauffage 10 
minutes k 100° C en presence de sodium dodecyl- 
15 sulfate a 2<>/o, a partir de 100 mg environ de pate 
bacterienne. 

Electrophorese 

- materiel : 

20 cuve verticale BIORAD PROTEAN II: 

: alimentation courant continu modele BIORAD 
500/200 

- gel : 

gel discontinu de polyacrylamide de 1 ,5 mm d'epais- 
25 seur et 16 cm de longueur, 
1er gel : 4<>/o pH 6.8 
2me gel : 7 o/o pH 8,8 

- courant : 

35 mA a debit constant pendant cinq heures 
30 - temperature de la cuve : 
10°C 

- coloration du gel : 

bleu de Coomassie R-250. 

35 Souches de references : 

- Agrobacterium tumefaciens CIP 67.1 

- Agrobacterium SP groupe VD CIP 82.11 

La souche EO lll-50-P est tres proche d'Agrobacte- 
rium tumefaciens (souche type : CIP 67-1) ; mais elle 

40 s'en differencie essentieilement par les profils 
proteiques comparatifs. 

Lorsque Ton cultive la souche EO-III-50-P dans 
des milieux de culture classiques, le systeme 
enzymatique objet de la presente invention, se 

45 forme essentieilement dans les cellules du micro-or- 
ganisme. 

Ces milieux de culture doh/ent contenir essentiei- 
lement des sources de carbone et d'azote assimila- 
bles ainsi que d'autres elements nutritifs neces- 

50 salres au developpement de la souche EO-illr50-P, 
tels que des sels mineraux. La production du 
systeme enzymatique n'est pas sensiblement ame- 
lioree si on ajoute au milieu de culture, comme 
source d'azote, une hydantoine substitute en 

55 position 5 telle que la PHPH. 

Par contre, II est avantageux d'introduire, dans le 
milieu de culture, un inducteur d'activite hydantoY- 
nase non metabolisable. De tels inducteurs sont 
notamment : I'uracile, le thio-2-uracile, Taza-6-ura- 

60 cile, la thymine, Tlmldazolidinethione, la sec-butyl- 
thiohydantoTne, I'orotate de sodium. Ces inducteurs 
sont avantageusement utilises a une dose comprise 
entre 1 mM et 10 mM. 
Comme source de carbone assimilable, on p ut 

65 utiliser des hydrates de carbone tels que le glucose, 
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le saccharose, !e glycerol, le lactose ou le maltose 
sous forme pure ou apportes sous forme de residus 
complexes tels que les melasses, le lactoserurn ; on 
peut egalement utiliser des alcools ou des acldes 
organiques. 

Les sources convenables d'azote assimilables 
sont extremement variees. Elles peuvent etre des 
substances chlmlques tres simples comme Puree ou 
des sels mineraux ou organiques d'ammonium. Elles 
peuvent etre aussi apportees par des substances 
complexes contenant principalement I'azote sous 
forme protidique, telles que peptones, extraits de 
levure ou extraits de viande. 

Certains elements mineraux peuvent apporter 
requilibre ionique necessaire au developpement de 
la souche EO III-50-P, comme les chlorures ou 
sulfates de metaux alcalins ou alcalino-terreux ou les 
sels de zinc, de cobalt, de fer, de cuivre, de 
manganese, de magnesium. Le pH initial du milieu de 
fermentation de la culture doit etre compris entre 4 
et 9, de preference entre 6 et 8, et avantageusement 
entre 7 et 7,1. 

La temperature optimale pour la fermentation est 
de 35° C mais une production satisfaisante est 
encore obtenue pour des temperatures comprises 
entre 20 et 45°C. 

L'aeration de ia fermentation peut varier entre des 
valeurs assez larges. On a cependant trouve que 
des aerations de 0,75 a 2,5 litres d'air par litre de 
bouillon et par minute conviennent particulierement 
bien. Le rendement maximal est obtenu apres 8 a 48 
heures de culture, ce temps dependant essentielle- 
ment du milieu utilise. 

La presente invention a egalement pour objet 
I'application du systeme enzymatique precedem- 
ment d§crit a la transformation par voie enzymatique 
de la PHPH en PHPG. 

Selon cette application, la PHPG est preparee en 
mettant en contact la PHPH avec le systeme 
enzymatique de invention qui est capable de 
transformer directement les deux epimeres de cette 
hydantoine en PHPG sans qu'il soit necessaire 
d'operer a un pH alcalin afin d'effectuer une 
racemisation chimique. 

Le systeme enzymatique etant produit de maniere 
intracellulaire, son utilisation pour la transformation 
de la PHPH en PHPG est realisee selon les 
methodes connues de i'homme du metier telles que 
I'emploi soit d'une suspension de cellules en survie. 
soit d'un extrait cellulaire obtenu apres desintegra- 
tion des cellules par sonication ou par utilisation 
d'un "French press", soit par des cellules lyophili- 
sees ou deshydratees a I'aide d'un solvant organl- 
que tel que i'acetone, le toluene, soit par des cellules 
immobitisees selon les techniques classiques. 

Le systeme enzymatique peut etre egalement 
utilise sous une forme purifiee ou partiellement 
purifiee selon les techniques habituelles du genie 
enzymatique. 

La transformation de la PHPH en PHPG par le 
systeme nzymatique decrit precedemment est 
realisee sous des conditions anaerobies, a un pH 
compris entre 6 et 8, de preference a un pH voisin de 
6,8 (qui peut etre regule a cette valeur au cours de la 
transformation par addition d'un agent neutralisant 



adequat). a une temperature comprise entre 20 et 
65° C, de preference a une temperature voisine de 
50° C. generalement sous une agitation moderee et 
en suspension dans un milieu aqueux constitue 
5 habitueltement soit par une solution aqueuse isoto- 
nique de chlorure de sodium 0.1M, soit par un 
tampon phosphate pH = 6,7, 0.1M. 

La concentration en hydantoine dans le milieu 
reactionnel est g6neralement voisine de 20 g/iitre 
10 mais elle peut etre inferieure ou superieure. 

Generalement. la duree de reaction est comprise 
entre 2 heures et 4 jours, mais en fait, elle est 
poursuivie jusqu'a ce qu'il n*y ait plus de PHPH de 
depart. 

15 Le milieu reactionnel peut egalement contenir des 
additifs, classiques pour ce type de reaction, tels 
que des agents tensioactifs, anti-oxydants, anti- 
mousses, qui peuvent favoriser la formation de la 
PHPG et permettre ainsi une amelioration du 

20 rendement. 

Non seulement le systeme enzymatique decrit 
precedemment hydrolyse la D-parahydroxyphenyl-5 
hydantoine en D-parahydroxyphenylglycine, mais 
egalement racernise in situ la L-parahydroxyhenyl-5 

25 hydantoine au fur et a mesure de Thydrolyse de son 
epimere. De ce fait, ('application du systeme enzy- 
matique de la presente invention permet une 
transformation complete de la D.L-parahydroxyphe- 
nyl-5 hydantoine en PHPG optiquement pure. 

30 Selon une variante, la transformation de la PHPH 
en PHPG par le systeme enzymatique produit par ia 
souche EO III-50-P est effectuee en presence de 
co-solvants miscibles a I'eau tels que le dimethylsul- 
foxyde, le methoxy-2-ethanol, le dimethytformamide. 

35 Ces co-solvants sont utilises a une concentration 
inferieure a 5 % en poids par rapport au poids total 
du milieu reactionnel. 

La PHPG obtenue selon Tapplication de la 
presente invention peut etre isolee du milieu 

40 reactionnel selon les methodes habituelles de 
separation des amino-acides, generalement apres 
clarification du milieu reactionnel par centrifugation 
et filtration sur une resine echangeuse d'ions. 
Generalement, on effectue une precipitation de 

45 ramino-acide a son point isolelectrique. 

Les exemples suivants, donnes a titre non limitatif , 
montrent comment Tinvention peut etre mise en 
pratique. 

50 Exemple 1 



1-1 Preparation du systeme enzymatique 

55 On prepare un milieu de culture aqueux, design6 
par la suite A, ayant la composition suivante : 

- glycerol : 10 g/l 

- extrait de levure : 5 g/l 

- extrait de viande : 5 g/l 

60 - peptone pancreatique digeree : 5 g/l 

- phosphate monopotassique : 1 g/l 

- sulfate de manganese : 0,02 g/l 

- sulfate de magnesium : 0,1 g/l 

- sulfate ferreux : 0.02 g/l 
65 • sulfate cuivrique : 0,02 g/l 
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-sulfate de calcium : 0,02 g/l 

- chlorure de sodium : 0,5 g/l 

- uracile : 0,5 g/l 

Par ailleurs, on prepare une preculture, B, en 
ensemencant 0,5 litre du milieu A, preaiablernent 
sterilise pendant 20 minutes a 121°C, avec une anse 
de la souche EO III-50-P (conservee sur le meme 
milieu en presence de 1,4% d'agar-agar) puis en 
lalssant se developper cette souche pendant 14 
heures a 35° C sous une agitation de 200 tours par 
minute. On obtient ainsi un milieu presentant une 
densite optique a 610 nm, de 2,4. 

Cette preculture B est ensuite introduite dans un 
fermenteur contenant cinq litres du milieu A steri- 
lises in situ pendant 20 minutes a 1 21 0 C, puis elie est 
developpee, pendant 9 heures, a 35° C, a un pH 
regule entre 7,0 et 7,1, sous une agitation de 450 
tours par minute et un taux d'oxygene dissous 
maintenu a une valeur au moins egale a 30 Wo de la 
saturation en air. On obtient ainsi un milieu presen- 
tant une densite optique, a 610 nm, d'environ 12,5. 

La culture terminee, les cellules sont recuperees 
puis centrifugees pendant 20 minutes, a 4°C, sous 
9000 tours par minute, ensuite lavees avec un 
tampon phosphate pH = 7,00, 0,1 M et enfin centri- 
fugees de nouveau. La boue bacterienne ainsi 
obtenue, designee C, est mise en suspension dans 
1,5 litre d'une solution aqueuse de chlorure de 
sodium 0,1 M. 

1-2 Preparation de la D-parahydroxyphenylglycine 

Dans un reacteur equipe d'une agitation et 
thermostats a 45° C, on place, sous atmosphere 
d'azote, la suspension de boue bacterienne prece- 
dente, puis on introduit 15 g de parahydroxyphenyi-5 
hydantoine racemique. Apres 12 heures d'incuba- 
tion sous agitation moderee, en atmosphere d'a- 
zote, a 45° C et a pH regule a 6,75 ± 0,1 par addition 
d'acide sulfurique 0,1 N, on constate la disparition de 
I'hydantoTne de depart et la pr6sence a une 
concentration de 8,25 g/l de D-parahydroxyphenyl- 
glycine. Le milieu rSactionnel est ensuite centrifuge 
puis on isole la D-parahydroxyphenylglycine du fiitrat 
par precipitation a son point isolelectrique. On 
obtient ainsi de la D-parahydroxyphenylglycine cris- 
tallisee pure presentant une excellente purete 
optique, [a]? « -161,2°, 1 %, HCI N, (litterature 
la]f « 157,8° 1 % HCI N). 

Exemple 2 

Dans un reacteur equipe d'une agitation et 
thermostats a 45° C, on place sous atmosphere 
d'azote : 

- la boue bacterienne C obtenue selon i'exemple 1, 
- 1 ,5 litre de tampon phosphate pH = 6-7, 0,1 M, 

- 30 g de parahycjroxyphenyl-5 hydantoine racemi- 
que. 

Apres 24 heures d'incubation, sous agitation 
moderee, en atmosphere d'azote, a 45°C t et a pH 
regule a 6,75 ± 0,1 par addition d'acide sulfurique 
0,1 N, on constate la disparition de I'hydantoTne de 
depart et la presenc a une concentration de 16,9 
g/litre de D-parahydroxyphenylglycine. Apres isole- 



ment, on constate par mesure de son pouvoir 
rotatoire que la D-parahydroxyphenylglycine obte- 
nue est optiquement pure. 

Exemple 3 



3-1- Preparation du systeme enzymatique 

10 On prepare un milieu de culture aqueux ayant la 
composition suivante : 

- glycerol : 10 g/l 

- extrait de levure : 5 g/l 

- peptone pancreatique digeree : 5 g/l 
15 - phosphate monopotassique : 1 g/l 

- sulfate de magnesium : 0,5 g/l 

- sulfate ferreux : 0,02 g/l 

- sulfate de manganese : 0,02 g/l 

- thio-2-uraciIe : 0.13 g/l 

20 Dans un fermenteur de 7 litres, on sterilise 20 
minutes a 121°C, 5 litres du milieu de culture 
precedent puis on I'ensemence comme dans I'e- 
xemple 1 avec une culture preparee dans ce milieu 
de culture selon la methode donnee a I'exemple 1. 

25 La culture est ensuite developpee sous des condi- 
tions operatoires identiques a cedes utilisees a 
I'exemple 1. 

Apres 9 heures de fermentation, on obtient un 
milieu reactionnel presentant une densite optique, a 

30 610 nm, d'environ 14,0. Les cellules sont ensuite 
isolees comme dans I'exemple 1 et la boue 
bacterienne obtenue est mise en suspension dans 2 
litres d'une solution aqueuse de chlorure de sodium 
0,1 M contenant ponderalement 3 Q/b de mSthoxy- 

35 2-ethanol. 

3-2 Preparation de la D-parahydroxyphenylglycine 

Dans un reacteur equipe d'une agitation et 
40 thermostats a 45° C, on place, sous atmosphere 
d'azote, la suspension de boue bacterienne prece- 
dente, puis on introduit 5 g de parahydroxyphenyl-5 
hydantoine racemique. 
Apres 390 minutes d'incubation sous agitation 
45 moderee, en atmosphere d'azote, a 45° C, et a pH 
regule a 6,75 ± 0,1 par addition d'acide sulfurique 
0,1N, on constate la disparition complete de I'hydan- 
toTne de depart et la presence a une concentration 
de 4,15 g/l de D-parahydroxyphenylglycine dont la 
50 purete optique est confirmee par une chromatogra- 
phic en couche mince sur plaque chirale. 

Exemple 4 

55 On prepare un milieu de culture aqueux ayant la 
composition suivante : 

- eau de detrempage de maTs : 15 g/l 

- saccharose : 10 g/l 

- chlorure de sodium : 5 g/l 

60 - phosphate monopotassique : 1 g/l 

150 ml de ce milieu de culture, ajustes a pH — 7,1 
et sterilises pendant 20 minutes a 121°C, sont nse- 
mences avec une anse de la souche EO III-50-P 
prelevee sur une culture sur milieu soiide. Apres 24 

65 heures d'incubation, a 35° C, en milieu agite, les 
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cellules sont isolees par centrifugatlon puis mises en 
suspension dans 50 ml de tampon phosphate, 
pH = 6,70, 0,1 M. Dans cette suspension agitee, 
sous atmosphere d'azote. on introduit 250 mg de 
parahydroxyphenyl-5 hydantoTne racemique, puis on 
laisse se developper la culture a 50° C, en atmos- 
phere d'azote. Apres 20 heures de reaction, une 
analyse d'une prise d'essai montre la disparition 
complete de I'hydantoTne de depart et la presence a 
une concentration de 4,15 g/l de D-parahydroxyph6- 
nylglycine dont la purete optique est confirmee par 
chromatographie sur couche mince sur plaque 
chirale. 

Exemple 5 

On prepare un milieu aqueux de culture ayant la 
composition suivante : 

- eaux de detrempage de maTs : 15 g/l 

- lactose : 10 g/l 

- chlorure de sodium : 5 g/l 

- phosphate monopotassique : 1 g/l 

150 ml de ce milieu, ajustes a pH = 7,1 et 
sterilises pendant 20 minutes a 21° C, sont ense- 
mences avec une anse de la souche EO III-50-P 
prelevee sur une culture sur milieu solide. Apres 24 
heures d'incubation a 35° C, en milieu agite, les 
cellules sont isolees par centrifugation puis reprises 
comme dans I'exemple 4 par 50 ml de tampon 
phosphate pH = 6,70, 0,1 M. Cette suspension est 
ensuite desintegree dans un Trench press". 

Dans la bouillie celiulaire ainsi obtenue, on 
introduit ensuite 250 mg de parahydroxyphenyl-5 
hydantoTne racemique puis on incube cette suspen- 
sion a 50°C, sous atmosphere d'azote. Apres 15 
h ures d'incubation, I'analyse d'une prise d'essai 
indique la presence de D-parahydroxyphenylglycine, 
optiquement pure, a une concentration de 4,05 g/l. 

II va de soi que la presente invention n'a ete 
decrite qu'a titre purement explicatif et nullement 
limitatif et que toute modification, notamment au 
niveau des equivalences techniques, pourra y etre 
apportee sans sortir de son cadre. 



Revendications 



3. Application du systeme enzymatique selon 
Tune quelconque des revendications 1 et 2 a la 
transformation de la D,L-parahydroxyphenyl-5 
hydantoTne en D-parahydroxyphenylglycine. 
5 4. Application selon la revendication 3, carac- 

terisee par ie fait qu'elle est realisee en 
presence d'un solvant organique non miscible 
al'eau. 
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Systeme enzymatique susceptible d'etre ob- 50 
tenu par culture d'un micro-organisme, caractd- 
rise par le fait que ce micro-organisme est un 
Agrobacterium tres proche de I'espece tumefa- 
ciens identifier par une souche deposee a la 
Collection Nationale des Mtcro-organismes a 55 
I'lnstitut Pasteur de Paris sus le N° 1-671 . 

2. Systeme enzymatique selon la revendica- 
tion 1, caracterise par le fait qu'il est obtenu par 
une culture du micro-organisme defini a la 
revendication 1 effectuee en presence d'un 60 
inducteur d'activlte hydantotnase non metaboli- 
sable choisi dans le groupe constitue par 
Turacile, ie thio-2-uracile, raza-6-uracile, la 
thymine, I'imidazolidinethione, la sec-butylthio- 
hydantome, I'orotate de sodium. 65 
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